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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(5) DNA-Sequenz und Verfahren zur in vivo-Markierung und Analyse von DNA/Chromatin in Zellen 

@ Bcschricbcn wird ein Verfahren zur in vivo-Markierung 
von DNA/Chrornatin-Strukturen in einer Zelle, das da- 
durch gekenn/eichnet ist, daft in der Zelle eine DNA-Se- 
quenz, vor/jejsweise in einen Expressionsvektor inse- 
riert, expriinicri wird, die ein ein Histonprotein und ein 
fluores/entos Protein umfassendes Fusionsprotein co- 
diert. Beschrieben wird ferner ein Verfahren zur Analyse 
der DNA Siruktur, Chromatin-Struktur, Kernstruktur, Zell- 
struktur odor /Tellciynamik, Apoptose etc., das auf dieser 
in vivo-Markicr jng basiert. In einer besonderen Ausfuh- 
rungsform des erfindungsgemafeen Verfahrens ist das Fu- 
sionsprotein noch mil einem "His-Tag" verkniipft, was die 
einfache Isolicrung von Histonproteinen erlaubt. 
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Beschreibung f 

|0001 ] Die vprliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur in vivo-Markierung von DNA/Chromatin- Strukturen in ei- 
ncr Zcllc, das dadurch gekennzeichnel ist, daB in der Zelle eine DNA-Sequenz, vorzugsweise in einen Expressionsvektor 
s inserter I. exprimiert wird, die ein ein Hislonprotein und ein fluoreszentes Protein umfasse rides Fusionsprotein codiert. 
Dariiber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Analyse der DNA-Struktur, Chromatin-Struk- 
tur. Kernsirukiur, Zellstruktur oder Zelldynamik, Apoptose etc., das auf dieser in vivo-Markierung basiert. In einer be- 
sondcren Ausfuhrungsform des erflndungsgemaBen Verfahrens ist das Fusionsprotein noch mit einem "His-Tag" ver- 
kniiplt, was die einfache Isolierung von Histonproteinen aus Zellen erlaubt. Diese Histonproteine konnen dann ais "ge- 
io rcinigte" I list one verwendet werden. Die Erfindung betrifft weiter eine DNA-Sequenz, die ein Histonprotein und ein 
fluoreszenies Protein umfassendes Fusionsprotein codiert. 

|0002) Fur bestimmte Fragestellungen, z. B. die Beurteilung des Zustands von Geweben und Zellen, ist die Markie- 
rung und Beobachtung bzw. Dokumentation der DNA/Chromatin-Struktur bzw. DNA/Chromatin-Dynamik in Zellker- 
nen unerlafilich. So wurden bisher fur bestimmte Anwendungen beispielsweise Gegenfarbungen von DNA/Chromatin 

15 im Zcllkcrnen vorgenommen. Dies erlaubt auch die Bestimmung der Lokalisation bestimmter Proteine, Metabolite oder 
anderer Substanzen. Die in vivo-Markierung von DNA/Chromatin erlaubt dariiber hinaus auch noch beispielsweise die 
Uniersuchung von (a) Struktur/Funktionsbeziehungen im Zellkern unter Einwirkung chemischer Substanzen oder phy- 
sikalischer Einflusse (z. B. Strahlung oder Hitze), (b) Struktur/Funktionsbeziehungen im Zellkern zwischen verschiede- 
nen Zellzyklusphasen oder verschiedenen Zellarten, (c) Struktur/Funktionsbeziehungen im Zellkern bei der Differenzie- 

20 rung von Zellen, (d) Mitose, (e) Apoptose und (f) Nekrose. Bisher wurden fur diese Untersuchungen meistens die Zellen 
fixierl und im AnschluB daran wurde die DNA markiert bzw. iiber Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) nachge- 
wiesen. Zu den bisher angewandten Verfahren zahlt auch die Markierung der DNA iiber die Mikroinjektion von Brom- 
desoxyuridin, wobei keine native Aufnahme iiber die Zellmembran erfolgt und ein Nachteil dieses Verfahrens auch die \ 
kurze Halbwerlszeit von Bromdesoxyuridin ist Untersuchungen der Mitose waren bisher nur mit aufwendigen Mikro- 

25 skopie- und Bi Id verarbeitungs verfahren fur Metaphasenchromosomen moglich und durchfuhrbar (keine Kondensation 
und IX* kondensation von Chromosomen). Studien der Apoptose und von Nekrose basierten bisher hauptsachlich auf 
"DNA-Laddcring" von Zcllkcrnlysatcn, der Anfarbung von fixicrtcn Zellen mit DNA-intcrkalicrcndcn Farbstoffcn, in 
vitro- Assays mit terminaler Transferase ("Tunneling"), ELISA (Test hinsichtlich der Freisetzung von Histonen) und 
"Flow Associated Cell Sorting" (F^CS) von fixierten Zellen. Zu den Hauptnachteilen der bisher ublichen Untersuchun- 

30 gen, die durch Beobachtung der DNA/Chromatin-Struktur durchgefuhrt wurden, zahlen z. B. die Befunde, daB (a) diese 
in der Regel nicht in vivo durchgefuhrt werden konnen, wobei hinsichtlich der Mitose bisher nur Beobachtungen an Me- 
taphascchromosomen moglich sind, (b) die Fixierung der Zellen zu starken Strukturanderungen und der Erzeugung einer 
Rcihe von Artefakten fuhrt, (c) der Zeitaufwand (z. B. gegenuber einer morphologischen Begutachtung in vivo am Mi- 
kroskop) wesentlicher grdBer ist, (d) die Untersuchungen ohne Zellverbauch nicht an denselben Zellen fortgesetzt wer- 

35 den konnen und (e) damit hohe Kosten verbunden sind, da z. B. zusatzliche Substanzen (oder Kits) und gegebenenfalls 
auch mehr Zellen benotigt werden. 

|0003] Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem zugrunde, diese Nachteile der im Stand der 
Tcchnik angewandten Verfahren zu uberkommen, d. h. ein Verfahren zur Markierung (und Beobachtung) bzw. Doku- 
mentation der DNA/Chromatin-Struktur und/oder DNA/Chromatindynamik bereitzustellen, das in vivo-Analysen der 
40 vorstehend aufgefuhrten P^obleme erlaubt, nicht zur Erzeugung von Artefakten fuhrt, die Fortsetzung der Untersuchun- 
gen ohne Zellverbrauch an denselben Zellen erlaubt und schlieBlich zu Kosten- und Zeitersparnis fuhrt. 
[0004] Die Losung dieses technischen Problems erfolgt durch die Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekenn- 
zcichncten Ausfuhrungsformen. 

1 0005) Es wiirde uberraschenderweise gefunden, daB das vorstehende Problem dadurch gelost werden kann, daB die 

45 Histonproteine des Chromatins mit einem fluoreszenten Protein markiert werden. Dazu werden die Zellen mit einer 
DNA-Sequenz transfiziert, das ein ein Histonprotein und fluoreszentes Protein umfassendes Fusionsprotein (Histon- 
Xl-P) codiert, das in der Zeile exprimiert wird. Nach Transfektion der Zellen mit dieser DNA-Sequenz und dessen Ex- 
pression wird das Fusionsprotein aufgrund der Tatsache, daB Histone ein Kern-Lokalisationssignal besitzen, wie ein na- 
turlichcs Histon (ohne Markierung) in den Zellkern transportiert und in das Nukleosom eingebaut. Somit ist das Chro- 

50 matin (und damit die DNA) fiber das Histonprotein fluoreszenzmarkiert. Bei der Verwendung von CFP zur Markierung 
lassen sich mindestens drei weitere spektrale Markierungen (zwei z. B. mit YFP und RFP ebenfalls in vivo exprimiert) 
zusatzlich durchfuhren. Die wesentlichen Vorleile des erflndungsgemaBen Verfahrens sind darin zu sehen, daB es zum er- 
sten Mai in vivo-Analysen hinsichtlich der vorstehend diskutierten Probleme ermoglicht und es erlaubt, Beobachtungen 
zur Mitose nicht nur an Metaphase-Chromosomen durchzufuhren. Desweiteren kommt es nicht zur Bildung von Arte- 

55 faktcn, was z. B. bei der Fixierung von Zellen leicht moglich ist. Durch die Moglichkeit der einfachen morphologischen 
Begutachtung am Mikroskop (Echtzeit- Analyse) kommt es zum Wegfall aufwendiger Preparations verfahren, die Unter- 
suchungen konnen ohne Zellverbrauch an denselben Zellen durchgefuhrt werden und schlieBlich kommt es auch zu einer 
beirachtlichen Kostenerspamis, da keine weiteren Substanzen oder Kits und auch weniger Zellen benotigt werden. 
SchlieBlich eignet sich dieses Verfahren auch zur Kontrolle von Gentransfer und Gentherapie-Experimenten. Das Ver- 

60 fahrcn eignet sich weiferhin zur Kontrolle von Genomtransfer und Zellverschmelzungsexperimenten, wobei die eine Zel- 
linie/Zelle (die Donor/Geber-Zellinie/Zelle) das Histonfusionsprotein exprimiert und eine andere Zellinie/Zelle (die Ak- 
zcptor/Empranger-Zellinie/Zelle) dies nicht tut. Fur einen begrenzten Zeitraum nach dem Genomtransfer oder der Zell- 
vcrschmelzung lassen sich die vorher getrennten Genome durch die Histon fusionsprotein- Markierung unterscheiden. 
Dies gilt fur jede Zeilzyklusphase und insbesondere fur die Mitose, oder den Genomtransfer und die Zellverschmelzung 

65 wahrend der Mitose. 

1 0006 J Dariiber hinaus ist das erfindungsgemaBe Verfahren auch zur Markierung, Isolierung und Aufreinigung be- 
stimmter Histone von Nutzen, was z. B. durch das weitere Ankoppeln eines "His-Tag" an das Fusionsprotein erreicht 
werden kann. Bisher wurden dazu, z. B. zur Beantwortung von Fragen hinsichtlich der Genregulation bzw. der Tran- 
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skription, des Transports und des Metabolismus von Hislonen und fur auf FRET, PCS, CLSM und FACS basierenden 
Analysen, Histone durch unspezifische Markierung nail Fluoreszenzfarbstoffen markicrt, z. B. uber einen Farbstoff-Suc- 
cinimidylester. der uber eine Umesterung und der Ausbildung einer Saureamidbindung kovalent an die NH-Seitengruppe 
von alien sterisch zuganglichcn Lysinen unspezifisch gebunden wird. Eine spezifische Isolierung von Hislonen wardabci 
nur mil hohem cxpcrinicntellcni Aufwand moglich. z. B. iiber Saccharose-Ultragradientenzentrifugaiion. Die dabei an- 5 
Berdem auftretenden Nachieile waren (a) die unspezifische Markierung der Histone und die unspezifische Zahl der Farb- 
stoffmolckule bci der Markierung, (b) eine durch die unspezifisch markierten Molekule fehlende Moglichkeit der ge- 
nauen Konzentrationskonlrollc der Histone und (c) die Notwendigkeit der Markierung der Histone in einem zweiten 
Schrilt nach dercn Isolierung. hn Gegensatz dazu wird mil dem erfindungsgemaBen Verfahren folgendes erreichi: (a) Die 
Markierung der Hisione isi spczifisch, (b) die Markierung pro Histonmolekiil ertblgt mil genau eineni Farbstotfmolekul lu 
(an definierter Position), was eine genaue Konzentrationskontrolle/Quantifizierung erlaubt, (c) die Isolierung der Histone 
isl wesentlich spezifischer und einfacher moglich, d. h. in einem Schritt und somit wesentlich schonender, und (d) die Hi- 
slon-XFP-Fusionsproicine konnen nach der Isolierung soforl verwendei werden und mussen nicht aufwendig markicrt 
werden. Somit ergeben sich deutliche Zeit- und Kostenerspamisse. 

[0007] Somit betrifft eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur in vivo- Markierung von 15 
DNA/Chromatin-Slrukturen in einer Zelle, das dadurch gekennzeichnet ist, daB in der gewiinschten Zelle eine DNA-Se- 
quenz exprimieri wird, die ein ein Histonprotein und ein fluoreszentes Protein umfassendes Fusionsprotein codiert. 
[0008] Verfahren zur Konstruktion der zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens benotigten, das Fusions- 
protein codierenden DNA-Sequenz sind dem Fachmann bekannt und beispielsweise auch in gangigen Standardwerken 
beschrieben (siehe z. B. Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Harbor 20 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Die DNA-Sequenz liegt vorzugsweise auf einem Expressionsvektor inse- 
riert vor, wobei es sich bei dem Expressionsvektor vorzugsweise um ein Plasmid, Cosmid, Virus, Bakteriophagen oder 
einen anderen in der Gentechnik tiblichen Expressionsvektor handelt. Diese Expressionsvektoren konnen weitere Funk- 
lionseinheiten besitzen, die eine Stabilisierung des Expressionsvektors im Wirtsorganismus bewirken. 

[0009] Bei dem Histon kann es sich um eines oder mehrere Histonproteine handeln. Diese und die diese codierenden 25 
DNA-Sequenzen sind dem Fachmann bekannt. Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Begrifle "Histon", "Hi- 
stonprotein" und "fluoreszentes Protein" umfasscn auch Protcinc, die sich gegenuber den naturlichcn bzw. urspriingli- 
chen Proteinen durch Deletion(en), Insertion(en), Austausch(e) von Aminosauren und/oder andere im Stand der Technik 
bekannte Modifikationen unterscheiden bzw. ein Fragment des urspriinglichen Proteins umfassen, wobei das so veran- 
derte Protein noch im wesendichen die biologischen Eigenschaften des Histon(protein)s bzw. fluoreszenten Proteins auf- 30 
wcist und in Saugern biologisch aktiv ist. Dazu zahlen auch Allelvarianten. Verfahren zur Erzeugung der vorstehenden 
Anderungen in der Aminosauresequenz sind dem Fachmann bekannt und in Standardwerken der Molekularbiologie be- 
schrieben, beispielsweise in Sambrook et al., supra. Der Fachmann ist auch in der Lage, zu bestimmen, ob ein so veran- 
dertes Protein noch uber die urspriinglichen biologischen Eigenschaften verfugt. 

[0010] Bei der Konstruktion der das Fusionsprotein codierenden DNA-Sequenz kann die das Histonprotein codierende 35 
DNA-Sequenz direkt mil der das fluoreszente Protein codierenden DNA-Sequenz verknupft werden oder es kann zwi- 
schen beide DNA-Sequenzen ein geeigneter DNA-S pacer inseriert werden, was erfindungsgemaB auch bevorzugt ist, da 
damit sterische Wechselwirkungen und andere Wechseiwirkungen, wie z. B. zusatzliche Ladungen, vermieden werden. 
Bevorzugt hat der Spacer eine Lange von 5-20 Basenpaaren, ganz bevorzugt 7-15 Basenpaare. So hat sich bei Verwen- 
dung von mH2A1.2 ein Spacer von 14 Basenpaaren bewahrt, wahrend fur alie anderen Histonproteine kurzere Spacer, 40 
mit z. B. 7 Bp, bevorzugter sind. Die Auswahi der Basen des Spacers unterliegen keiner Beschrankung und konnen vom 
Fachmann beliebig ausgewahlt werden. Bei der Klonierung in einen Vektor kann beispielsweise die "multiple cloning 
site" als Spacer zwischen den beiden kodierenden Sequenzen fur Histon- und fluoreszentes Protein fungieren. 
[0011] Das Histonprotein kann innerhalb des Fusionsproteins vor oder nach dem fluoreszenten Protein lokalisiert sein. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens stellt das fluoreszente Protein den C-termina- 45 
len Anteil des Fusionsproteins dar. 

[0012] Die das Fusionsprotein codierende DNA-Sequenz kann auch in einen Expressionsvektor inseriert werden. So- 
mit umfaBt die vorliegende Erfindung auch diese DNA-Sequenz enthaltende Expressionsvektoren, wobei die DNA-Se- 
quenz mit einem Promotor funktionell verknupft ist, der die Expression in prokaryotischen oder eukaryotischen Zellen, 
vorzugsweise eukaryotischen Zellen, erlaubt. Die Bezeichnung "Vektor" bezieht sich auf ein Plasmid (pUC18, pBR322, 50 
pBlueScript etc.), auf ein Virus oder ein anderes geeignetes Vehikel. Soiche Vektoren enthahen neben dem Promotor ly- 
pischerweise einen Replikationsursprung und spezifische Gene, die die phanotypische Seleklion einer Iransfomiierten 
Wirtszelle erlauben. Zu den regulatorischen Elementen (Promotoren) fur die Expression in Prokaryonten, beispielsweise 
E. coli, zahlen der lac-, trp-Promotor oder T7-Promotor, und fur die Expression in Eukaryoten der AOX1- oder GAL1- 
Promotor in Hefe und der CMV-, SV40-, RVS-40-Promotor, CMV- oder SV40-Enhancer, sensitive bzw. induzierbare 55 
Promotoren, let-on, let-otl fur die Expression in Saugerzellen. In Frage kommen auch die naturlichen Promotoren, die 
die Histone steuern. Die Expression kann entweder konstitutiv oder wahrend eines bestimmten Stadiums z. B. hinsicht- 
lich der Zelldifferenzierung. Entwicklung eines Krankheitsstadiums etc. erfolgen. Weitere Beispiele fur geeignete Pro- 
motoren sind der Metallothionein I- und der Polyhedrin-Promotor. Zu geeigneten Expressionsvektoren fur E. coli zahlen 
beispielsweise pGRMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, pET3b, pPro TetE, pPro Lar.A und pQE-8. Zu den fur die Expres- 6rt 
sion in Hefe geeigneten Vektoren zahlen pYlOO und Ycpadl, fur die Expression in Saugerzellen pMSXND, pKCR, pEF- 
BOS, cDM8, pef, pQBI und pCEV4. Der fiir eine ausreichende in vivo- Markierung benotigte Zeitraum der Expression 
der das Fusionsprotein codierenden DNA-Sequenz hangt von verschiedenen Faktoren ab, z. B. der Transfektionseffi- 
zienz, dem verwendeten fluoreszenten Protein, dem Vektor, der Promotorstarke etc. ab und kann vom Fachmann leichi 
bestimnu werden. Die Transsfektionseffizienz mit den erfindungsgemaBen Konsu-ukten und handelsublichen Transfekti- 65 
onsreagenzien liegt uber 85%. Eine transiente Transfektion bringt befricdigende Ergebnisse nach 4 Stunden und ergibt 
nach 6-8 Stunden schon sehr gute Ergebnisse, stabil wird die Transfektion nach 3-4 Tagen. Die Klonierung einzclnder 
Transfektionsgrade zu Monokulturcn erfolgt nach 4 Wochcn. Auch ein Einfrieren und Wiederauftauen der Zellen bringt 
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kcin Abschalten, keine Verringerung der Expression der Konstrukte oder gar einen Verlust der Konstrukte. 
|(>0131 Allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren konnen zur Konstruktion von Expressionsvektoren. wel- 
chc die das Fusion sprotein codierende DNA-Sequenz und geeignete Kontrollsequenzen enthalten, venvendet werden. Zu 
dicscn Verfahren zahlen beispielsweise in vitro-Rekombinationstechniken, synthetische Verfahren, sowie in vivo-Re- 
n komhinaiinnsvcrfahrcn. wie sie beispielsweise in Sambrook et aL, supra, beschrieben sind. Dern Fachmann sind Verfah- 
ren und liedingungen bckannt um Wirtszelien zu transformieren bzw. zu transfizieren, Transformanten zu selektieren 
und diese weilerzukullivieren. 

|O0N| Die erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen konnen auch init einer fur ein weiteres Protein bzw. Peptid codieren- 
den DNA-Sequenz verknupft werden. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfah- 
i • rens isi these weiiere DNA-Sequenz eine ein "His-Tag" codierendc DNA-Sequenz. "His-Tags" codierende DNA-Se- 
qitwii/cn Mnd dem Fachmann bekanni und sind z. B. bei der Fa. Clonteeh, Heidelberg erhaltlich und diese konnen ent- 
sprccliend Siandardiechniken mit der das Fusionsprotein codierenden DNA-Sequenzen verknupft werden. \brzugsweise 
liei-i der "His- Tag" am C- Terminus des Fusionsproteins. 

1 001 5 1 Der Fachmann kennt auch geeignete fluoreszente Proteine XFP und die diese codierenden DNA-Sequenzen. 

i> Die Ahkur/ung "XFP" bedeutet fluoreszentes Protein und steht fur BFP (Blue Fluorescent Protein; Heim et aL, 1994, 
IV. v Nad. Acad. Sci. USA 91: 12501-12504), CFP (Cyan Fluorescent Protein; Heim et aL, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. 
I 'S A «i I : ] 2>U I 1 2504), GFP (Green Fluorescent Protein; SWISSPROTiGFP AEQVLP42212), YFP (Yellow Fluores- 
eem l'nm-in: SWISSPROT:LUXY VIBFI:P21578) oder RFP (Red Fluorescent Protein; Malz, M V. et aL, Nature Bio- 
uxhn.*!.. 17< 1<». S. 969 973, 1999). 

jo |O0l6j Jcdcs Hisionprotcin, das uber ein Kern-Lokalisationssignal verfiigt und in das Chromatingeriist inseriert wer- 
den kann. cu-nvi sich fur die Konstruktion der erfindungsgemaBen DNA-Sequenz und fur das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren Kc\«*r/it^i siam mi das I Tistonprotein aus Saugetieren, insbesondere Mensch. Geeignet sind beispielsweise solche 
der < run vr M 1 . 1 12.V ml I2A, H2B, H3 und H4, wobei HI .0, H2A.1, mH2A1.2, H2Ba, H3.1 und H4a besonders bevor- 
/uji xind II 1 ii <HMBI -Daienbank M87841), H2A.1 (Genbank X83549), mH2A1.2 (Genbank AF041483), H2Ba 

:s <F.\1M X >7i:7i.||.VI i!*MIiL X57128) und H4a (EMBL X600481). Beziiglich mH2A ist anzumerken, daB dieses be- 
\or/uei mi HKikmcn X-Oiromosom vorkommt. Makro H2As stellen somiteine Moglichkeit dar, ein einzelnes Chromo- 
soiii /u inarlicrcn. 

1 00 1 7 1 Wu- ho re 1 1 s \ * *rsiehcnd crwahnt eignet sich das erfindungsgemaBe in vivo-Markierungsverfahren zu einer Reihe 
vim I ntcrsuchungen. Somii hcirifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Analyse der DNA-Struktur, Chro- 

M) nut msirukiur. Kcmsirukiur. Zellstruktur und/oder Zelldynamik, das dadurch gekennzeichnet ist, daB im AnschluB an das 
vorstchend hewhnehene M ark ie rungs verfahren die markierten Zellen einer Analyse der raumlichen Verteilung derRuo- 
res/en/ unicr/o^cn wertlen. Dies erlaubt dann z. B. Ruckschlusse auf die Chromatinverteilung im Zellkern, aus der ein 
enisprcchctvl genildetcr Fachmann (Pathologe) auf Krankheitszustande schlieBen kann. Geeignete Analyseverfahren 
sind dem 1 jchiiiaiin hckaimt, wobei als Analyseverfahren ein "Ruoreszenz-Energie-Resonanz-Transfer" (FRET), eine 

35 "MuorcN/cn/ Konvlaiions-Spektroskopie (FCS), eine "Konfokale Laser Scanning Mikroskopie" (CLSM), Epifluores- 
zcn/-Mikr»*\kopic txler eine "Flow Associated Cell Sortings-Analyse (FACS) bevorzugt sind. 

1 001X1 Dj\ erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich nicht nur z. B. fiir mikroskopische Aufnahmen der Struktur, also 
der Dich:c\cncilung von DNA/Chromatin im Zellkern wahrend der Gl-Phase oder Mitose (Zellteilung), sondern unter 
anile rem auch besonders zur Analyse der Apoptose (siehe dazu Beispiel 5), vor allem auch hinsichtlich der unterschied- 

40 lichen Apopioscsiadien. die auf Veranderungen in der DNA/Chromatin-Struktur basieren, z. B. Ruckbildung von Tumo- 
ren. Abbau von( iewehe im Organismus, etc. Dabei kann der zeitliche Verlauf der Apoptose direkt in vivo am Mikroskop 
beobachtel ucrden. Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich dabei aufgrund seiner einfachen Durchfuhrbarkeit auch 
besonders fur das Massenscreening von Apoptose-induzierenden chemischen oder physikalischen \forgangen. Unter 
chemisehen V»»rgangcn isi beispielsweise das Einwirken von Natriumbutyrat, Deoxyglucose oder von Zytostatika zu ver- 

4S siehen. Unicr physikalischen Vorgangen ist beispielsweise die Einwirkung von Strahlung, Druck oder Temperatur zu 
versiehen. Hier isi auch cine Vereinfachung des Apoptose-Nachweises aufgrund der Moglichkeit der Anwendung von 
1 AC'S- Analv sen mogiich. FACS-Analysen zur Bestimmung der Apoptose beruhten bisher auf der Messung der DNA/ 
Chromahn-Diclileverteilung im Zellkern bzw. der Zelle, wobei DNA/Chromatin mit Ruoreszenzfarbstoffen angefarbt 
wurdc. allcrdings miissen fiir viele RuoreszenzfarbstofFe vor deren Applikation die Zellen fixiert werden. Wie vorste- 

50 hend berciis crwahni luhrt diese Fixierung zur Erzeugung von Artefakten. Andererseits resultiert die Aufnahme von 
Fluorcs/en/larbstolVen in vivo haufig zu toxischen und/oder strukturverandernden EfFekten. Diese Effekte lassen sich oft 
niehi von der /u uniersuchcnden Apoptose unterscheiden. Somit sind die bisher angewandten Untersuchungen der Apop- 
losc nur von eingcschrankler Aussagekraft. Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren entfallt nun die Fixiemng der Zellen 
und die Anlarbung mil Fluoreszenzfarbstoffen, so daB die FACS-Analysen direkt und an der lebenden Zelle durchgefuhrt 

55 werden konnen und auch die linlstchung von Artefakten praktisch ausgeschlossen werden kann. 

1 0019| Fine Veremlachung und qualitative Verbesserung der Analyse der Apoptose durch das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren ergibi sich auch bei cinem Nachweis der Histonfreisetzung. Bisherige Apoptose-ELISA-Tests beruhen auf dem 
Nachweis und der Quaniifizierung der Histonfreisetzung infolge des Chromatinabbaus wahrend der Apoptose. Ilierzu 
werden die /ellkerne isoliert und durch Lyse aufgeschlossen. Das Lysat wird auf ein spezielles Tragermaterial gegeben, 

60 auf dem sich gcgen freie Hi stone gerichtete Antikorper befinden. Nach einem Waschschritt werden die freien Histon-An- 
likorper-Koinplexe in cinem mehrstufigen Verfahren angefarbt und nachgewiesen. Dieser Nachweis amplifiziert auch 
gerin^e Hision- Aniikorper-Komplex-Konzentrationen. Diese aufwendigen Praparationsschritte und der mehrstufige 
Nachweis (und ilic dumil vcrbundenen Moglichkeiten der Entstehung von Artefakten) entfallen bei dem erfindungsge- 
maBen Vcrlahrcn. liei dem erlindungsgemaBen Verfahren handelt es sich um einen quantitativen Nachweis, indem frei- 

65 gesei/.ie l usivinsproiein-Amikorper-Komplexe direkt (je nach Antikorpertrager) nachgewiesen und quantifiziert werden, 
z. B. minelsdes Aniikorper-Screcningverfahrens Elispot™ (Zeiss, Jena). Fur den Nachweis von geringen Konzentratio- 
nen dieser Komplexe eignei sich besonders FCS. Eine Farbreaktion zum Nachweis der Antikorperkomplexe wie beim 
konvcniionellen MLISA kann entfallen, da die Histone in den erfindungsgemaBen Fusion sproteinen bereits eine fluores- 
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zcntc Markierung in Form des fluoreszenten Proteins tragen. Man konnte vereinfacht von einem "Ein-Schritt-ELISA" 
sprechen, der den konventionellen ELISA erseizt. 

1 0020| SchlieClich betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Isolierung von Histonproteinen, das da- 
durch gckcnnzcichnet ist, daB im AnschluB an das vorsiehend beschriebene in vivo-Markierungsverfahren die Hision- 
proicine isolicn werden. Dahei werden die Hision-Proteine inillels des an das Fnsionsproiein angeknupften "His-Tags" 
tibcr AHiniiatschroinaiographie (Saulen z. B. von Fa. Clontech, Heidelberg erhaltlich) gereinigl. Derart gereinigte Hi- 
sion-Proteine haben den Vorteil, daJ3 man sie als markierte Hisione als Isolat einsetzen kann. Damit laBt sich auch die 
Kuhivierbarkeii von Zcllen/Gcweben umgehen. 

|()021 1 Die vorliegende Erfindung betrirrt schlieBlich auch die vorstehend beschriebenen, das Histon-XFP-Fusionspro- 
icin codierenden DNA-Sequenzen bzw. Expressionsvekiorcn und diese DNA-Sequenzen oder Expressionsvektoren ent- 
hahende Zellen. Zu diesen Zellen zahlen Bakterien (beispielsweise die E. coli-Stamme IIB101, Dill, xI776. JMlOl, 
JM 109. BL21 und SGI 3009), Hefc, vorzugsweise S. cerevisiae. Insektenzelien, vorzugsweise sf9-Zellen, und Tierzel- 
ien. vorzugsweise Sauger/.ellen. Bevorzugte S auger/el I en sind CHO-, VERO-, BHK-, HeEa-, COS-, MDCK, 293- und 
WI3S-Zellen. Vcrfahren zur Transfonnation dieser Wirtszellen, zur phanotypischen Selektion von Transformanten und 
zur Expression der erfindungsgemaBen DNA-Sequenzen sind auf dem Fachgebiet bekannt. 

|0022| Wichtig zu erwahnen ist, daB mit der vorliegenden Erfindung Histone spezifisch markiert werden konnen, was 
vorher nichi der Fall war. 

1 0023 1 Von den Erfindern wurde auch ein nicht-menschliches Saugetier etabliert, das ein erfindungsgemaBes Histon- 
Fusionsprolein cxprimiert. 

1 0024 1 Dor Ausdruck "nicht-menschliches Saugetier" umfaBt jegliches Saugetier. Beispiele solcher Saugetiere sind 20 
Maus. Ratie. Kaninchen. Pfcrd. Rind, Schaf, Ziege. Affe, Schwein, Hund und Katze, wobei Maus bevorzugt ist ("Histon- 
Maus" ). 

|0025| liin wciiercr Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Zellen, die aus dem vorstehenden nicht-menschli- 
chen Saugeiier crhallen werden. Diese Zellen konnen in jeglicher Form vorhegen, z. B. in einer Primar- oder Langzeit- 
Kuhur. 05 
1 0026| I:in erfindungsgemaBes nichi-menschliches Saugeiier kann durch ubiiche Verfahren bereilgeslelll werden. Gun- 
si ig i si ein Vcrfahren, das folgcndc Schrittc umfaBt: 

(a) Ilcrslcllung ein'es DNA-Fragments, insbesondere eines Vektors, das (der) ein Histonprotein und ein fluoreszen- 

les Protein umfassendes Fusionsprotein codiert; 30 

(b) Preparation embryonaler Stammzellen aus einem nicht-menschlichen Sauger (bevorzugt Maus); 

(c) Einbringen des DNA-Fragments von Schritt (a) in die embryonalen Stammzellen von Schritt (b), 

(d) Kultivicren der Zellen von Schritt (c), 

(e) Selektion der kultivierten Zellen von Schritt (d) auf das \brhandensein des Fusionsproteins, was sich sich an 
den fluoreszenten Eigenschaften der Zellen auBert, 35 
(0 Erzcugcn chimerer nicht-menschlicher Sauger aus den Zellen von Schritt (e) durch Injektion dieser Zellen in 
Sauger-Blastocysten (bevorzugt Maus-Blastocysten), Ubertragen der Blastocysten in pseudo-schwangere weibliche 
Sauger (bevorzugt Maus) und Analyse der erhaltenen Nachkommen. 

[0027| Das Einbringen der erfindungsgemaBen DNA-Sequenz, die bevorzugt in einem Expressionsvektor vorliegt, er- .40 
folgt beispielsweise milte Is Mikroinjektion oder der Shotgun-Methode. 

(00281 Der Ausdruck "enibryonale Stammzellen" betrifft jegliche embryonalen Stammzellen eines nicht-menschli- 
chen Saugeticrs. Vorzugsweise sind die embryonalen Stammzellen von der Maus, insbesondere die Zellen E14/1 oder 
1 29/S V 

(0029) Dcsweiteren kennt der Fachmann Bedingungen und Materialien, urn die Schritte (a)-(f) durchzufuhren. 45 
|0030| Mil der "Histon-Maus" (gilt analog naturlich auch fur andere Saugetiere) ist die Gewinnung von Geweben/Zel- 
Icn. die nicht oder nur schlecht in einer Zellkultur zu kultivieren sind, und die ein Histonfusionsprotein exprimieren, 
mogiich. Diese Gcwcbe besitzen den Vorteil, daB sie nativ aus einem Organismus stammen und somitdie komplexen Zu- 
sammenhangc, d. h. auch Krankheitsbilder im Organismus widerspiegeln. Somit konnen dann Strukturen, Beziehungen 
und Krankheitsbilder untersucht werden. Die Tiere nehmen durch die Expression eine fluoreszierenden Proteins keinen so 
crkennbaren Schaden. Die Expression von Green Fluorescent Protein in einem lebenden Organismus wurde beispiels- 
weise von Okabc el aL, FEBS Lett. 1997, 407(3), S. 313-319 untersucht und festgestellt, daB alle Gewebe (auBer Ery- 
throzyten und Haare) des transgenen Organismus im Anregungslicht griin leuchten, aber die Tiere ansonsten keine An- 
onialien aufwiescn. 

55 

Beschreibung der Figuren: 
[0031 1 Fig. 1 : Schematische Kane von pSV-imi-II x -XFP 

Die Bezcichnung H x bezicht sich allgemein auf ein in den Tabellen 1 und 2 naher bezeichnetes Histongen; XFP: fiuores- 
zentcs Protein, /.. B. ECFP (Enhanced Cyan Fluorescent Protein) oder EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein) 60 
[00321 Fig. 2: Schematische Kane von pSV-HIII-H T -XFP-His 

Die Bezcichnung H x bezieht sich allgemein auf ein in den Tabellen 1 und 2 naher bezeichnetes Histongen; XFP: fluores- 
zentes Protein, z. B. ECFP oder EYFP. 

[0033| Fig. 3: Mikroskopische Aufnahmen von in HeLa-Zellen exprimierten Histon-XFP-Proteinen 

Die Aufnahmen wurden wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefuhrt. 65 

(A) Nucleus einer H 1 .0- YFP expriinierenden HeLa-Zelle 

(B) Nucleus einer H 1 .0-YFP exprimierenden HeLa-Zelle 
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(C) Zwei apoptotische, vorher H1.0-YFP exprimierende Zellen 

(D) Zwei Nuclei von H2A-YFP exprimierenden HeLa-Zellen 

(E) Nucleus einer H2A-YFP exprimierenden HeLa-Zelle 

(F) Mitose von HeLa-Zellen: a) Metaphase (Ansicht der Plattenseite), b) Anaphase, c) Spate Anaphase oder fruhe 
S Telophase 

[0034] Fig. 4: Mikroskopische Aufnahmen der Natriumbutyratinduzierlen Apoptose von HI .0- YFP und H2A-YFP ex- 
primierenden HeLa-Zellen 

Die Aufnahmen wurden wie in Beispiel 5 beschrieben durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden 36 (bzw. 12) Stunden nach 
10 Indukiion der Apoptose hergesiellt. 

(A) H1.0-YFP; Kontrollnucleus ohne Natriumbutyrat-Behandlung 

(B) H2A-YFP; Kontrollnucleus ohne Natriumbutyrat-Behandlung 

(C) H1.0-YFP; Nucleus mit apoptotischem Strukturverlust, fast homogener Nucleus (Im Vergleich zu (A) die glei- 
is che Laser-Intensitat und gleicher Kontrast; Laser-Intensitat: 420, Kontrast: 2752) 

(D) H2A-YFP; Nucleus mit apoptotischem Strukturverlust, fast homogener Nucleus (Im Vergleich zu (B) die glei- 
che Laser-Intensitat und gleicher Kontrast; Laser-Intensitat: 424, Kontrast: 4490) 

(E) HL0-YFP; apoptotischer Halbmond und beginnende Agglomeration des Chromatins (Zoom: 8; Pixelabmes- 
sungen (seitlich): 49,6 nm) 

20 (F) H2A- YFP; apoptotischer Halbmond vor der wirklichen Agglomeration des Chromatins (Zoom: 8; Pixelabmes- 

sungen (seitlich): 49,6 nm) 

(G) H 1.0- YFP; apoptotische Kondensation des Zellnucleus (Zoom: 8; Pixelabmessungen (seitlich): 49,6 nm) 

(H) H2A-YFP; apoptotische Kondensation des Zellnucleus (Zoom: 8; Pixelabmessungen (seitlich): 49,6 nm) 

(I) H 1.0- YFP; Endstadium der apoptotischen Kondensation des Zellnucleus vor Zellfragmentierung 
25 (J) HI .0-YFP; apoptotische Zellfragmentierung (Zoom: 8; Pixelabmesssungen (seitlich): 49,6 nm) 

(K) H2A-YFP; apoptotische Zelif ragmen Lierung 

(L) HI. 0-YFP; Ubcrsicht der Apoptose, die den apoptotischen Strukturverlust und apoptotische Halbmondc zcigt 
(Zoom: 2,5 Pixelabmessungen (seitlich): 150 nm; Laser-Intensitat: 475; Kontrast: 0) 

30 [0035] Fig, 5: Sequenzen von pS V-HTH-CFP sowie der Histone HI .0, H2A. 1, H2Ba, H3. 1, H4.a und mH2Al .2 
Die Histonsequenzen werden dabei in die MCS 2. Teil kloniert 
. . [0036] . Die nachstehenden Beispiele erlautem die Erfindung. 

Beispiel 1 

35 

Konstruktion der Ausgangsvektoren fur die Insertion der Histongene 

[0037] Es wurden die Piasmide pSV-HIII-CFP und pSV-HEI-YFP-His hergestellt. Beide Plasmide basieren auf dem 
keinen Promotor aufweisenden Plasmid pECFP-1 (Clontech, Heidelberg). Zur Verwendung dieses Vektors in eukaryoti- 

40 schen Zellen wurde daher die SV40-Promotor/Enhancer- Region (1118 Basenpaare des Bereichs von Position 5171 bis 
1 046) in die HindlH-S telle der Mehrfachclonierungsstelle (MCS) des Plasmids pECFP- 1 inseriert. Dieser regulatorische 
HindBIc-Bereich (SV 40 mit Hindffl geschnitten ergibt 6 Fragmente, die der GroBe nach mit Buchstaben gekennzeichnet 
werden) wurde in umgekehrter Orientierung inseriert, da dadurch eine hohere Expressionseffizienz erreicht wird. Dies 
fuhrte zum Erhalt des Plasmids pSV-HLH-CFP (s. Fig. 5). Das Plasmid pS V-HJU-YFP wurde von pSV-HHI-CFP durch 

45 Austausch des CFP-Gens gegen das YFP-Gen von Plasmid pEYFP-NUC (Clontech) erhalten. Fur diesen Austausch 
wurden die Agel-Stelle der MCS und die 6 Basenpaare vor dem XFP-Stopcodon liegende BsrGI-Stelle verwendet. Die 
Gene tiir CFP und YFP unterscheiden sich in diesen Bereichen nicht, somit fuhrte der Austausch nicht zu Basenpaaran- 
derungen. Die in dem nachstehenden Beispiel 2 beschriebenen Histongene wurden in die so erhaltenen Plasmide pSV- 
HIE-CFP und pSV-Hin-YFP inseriert. 

50 

Beispiel 2 

Gewinnung von Histongenen uber PCR mit gleichzei tiger Erzeugen von fur die Ligation geeigneten Termini 

55 [0038] Die Histongene wurden in die MCS zwischen den regulatorischen HindlUc-Bereich und das Startcodon des 
XFP-Gens cloniert. Die Histongene wurden mittels der Polymerase- Kettenreaktion (PCR) von die Histongene H1.0, 
H2A1 bzw. H2Ba enthaltenden Plasmiden, Caski genomischer DNA (H3.1, H4a) oder dem cDNA-Klon mH2A1.2 
(IMAGp998A141538, I.M.A.G.E. Consortium) amplifiziert. Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 100 ul in 
kleinen silikonisierten 600 ul-Eppendorf-Reaktionsgefa6en aus Polypropylen (Biozym Diognostk GmbH, Oldendorf). 

60 Fur die Reaktion wurden 10 ul GenAmp™ 10X PCR -Puffer IT (Hoffman n-T. a Roche, Basel), 2 pi eines dNTP-Gemischs 
(Konzenlration jeweils 25 niM; Peqlab Biotech GmbH, Erlangen), 8 ul MgCb-Losung (25 mM; Perkin Eimer) und 2 
Einheiten DNA Polymerase AmpliTag™ (2 E/ul; Perkin Eimer) verwendet. Als PCR-Matrize wurden 4 ng Plasmid- 
DNA oder 1 ug genomische DNA (maximal 3 ul) verwendet. Jeweils 0,3 ug "Forwarts"- bzw. ,, Ruckwarts ,, -Primer 
(siehe Tabelle I) wurden verwendet (maximal 3 ul). Zur Vermeidung von Verdunstung wahrend der PCR-Zyklen wurde 

65 das Reaktionsgeinisch mit 40 ul "Chill-out 14TM Liquid Wax" (MJ Research, Inc.. Fa. Biozym, Oldendorf) uberschich- 
tet. Fur die PCR-Zyklen wurde einleitend zuerst 3 Minuten auf 96°C erhitzt, danach folgten 30 Zyklen (fiir Plasmid- 
DNA) oder 33 Zyklen (fur genomische DNA) (30 Sekunden Denaturierung bei 96°C, 30 Sekunden Prirner-Anlagerung 
bei 50°C. 30 Sekunden Primer- Verlangerung bei 72°C und am Ende 10 Minuten Primer- Verlangerung bei 72°C). Die 
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PCR wurde zuerst in zwei ReaktionsgefaBen getestet und danach in groBerem MaBstab (bis zu lOfach) durchgeftihrt. Die 
PCR-Produkte wurden von Enzymen, Salzen, verbliebenen Primern und dNTPs mitdem QlAquick™-PCR-Reinigungs- 
kit (Qiagen, Hilden) gereinigt. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte auf kleinen 8% Polyacrylamidgelen (6 cm Gel, 
TBE-PurYer) 90 Minuten bei 90 V unter Verwendung von Lambda- Hi ndlH-Fragmenten und einer lOObp-Leiter (Gen 
Sura) als Langenmarker nach der Teslreaklion (vor und nach der Reinigung). 
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Tabelle I 

Fur die Vektorkonstruktion verwendete Primer 

His ton Primerrich- Restrik- Sequenz der Sequenz im Primer lange 

tung tions- Restrik- Histongen (bp] 

s telle tionss telle 

H1.0 V Sail CAGTCGACG ATGACCGA- 27 



GAATTCCA- 
CG 

R BainHI TGGATCCCG CTTCTTCT- 27 

15 TGCCGGCC- 

CT 

H2A.1 V EcoRI CGAATTCTG ATGTCGGG- 27 



ACGCGGCA- 
AG 

R BamHI TGGATCCCG TTTGCCTT- 2 7 

TGGCCTTG- 
TG 

mH2 Al - 2 V EcoRI CTTCGAAT- ATGTCGAG- 3 0 

TCTG CCGCGGTG- 
GG 

R Sail TACCGTCG- GTTGGCGT- 3 0 

ACTG CCAGCTTG- 
GC 

"VorwSrts"- - - GGAAGCCA- 21 

Sequenz- TCATCACA- 
ierung CCACC 
"Ruckwarts" - - CCAGCTAC- 21 

Sequenz- TTCCAAGG- 
ierung 

GCCCG 

H2Ba V EcoRI CTTCGAAT- ATGCCTGA- 27 

TCTG ACCAGCT 
R BamHI CGGTGGAT- CTTGGAGC- 32 

CCCG TTGTATAC - 

TTGG 

H3.1 V EcoRI CTTCGAAT- ATGGCTCG- 3 6 

TCTG TACGAAGC- 
AAACAGCT 

R BamHI CGGTGGAT- TGCCCTTT- 3 3 



8 

SDOCID: <DE_10013204A1_I_> 



DE 100 13 204 A 1 



CCCG 



CCCCACGG- 



ATGCG 



H4a 



V 



EcoRI 



CTTCGAAT- ATGTCTGG- 



33 



TCTG 



ACGTGGTA- 



AGGGC 



R 



BamHI 



CGGTGGAT- ACCGCCAA- 



32 



CCCG 



AGCCATAA- 



AGGG 

(V="Vorwarts"-Primer, R="Ruckwarts "-Primer; die Sequenzen sind 
in 5'-3'-Richtung angegeben, die Sequenz beispielsweise des 
"Vorwar ts " -Primers ftir mH2A1.2 lautet somit 5'- 
CTTCGAATTCTGATGTCGAGCCGCGGTGGG-3 ' . ) 

[0039] Die Restriktionsenzyme fur die Restriktion der PCR-Produkte zur Insertion in die Plasmide pSV-HIII-H x -XFP 
und pSV-HIII-H x -XFP-His (siehe Fig. 1) sind in den Tabellen I und H aufgelistet. Zur Spaltung mil den Restriktion sen- 
zymen wurden maximal 10 ug des PCR-Produkts bzw. 20 ug des Empfangerplasmids verwendet. 10 bis 20 Einheiten (1 
Oder 2 pi) Restriktionsenzym und 3 ul lOX-Restriktionspuffer (10X Puffer B oder H von Boehringer Mannheim, Mann- 
heim, Deutsehland) wurden in einem 30 ul-Reakdonsvolumen verwendet und es wurde uber Nacht inkubiert. Zur Spal- 
tung von EcoRI/BamHI- und EcoRI/Sall-Stcllcn wurden Doppclspaltungcn durchgefuhrt. Die gcspaltcncn PCR-Pro- 
dukte wurden entweder direkt mit dem QIAquick™-PCR-Reinigungskit (Qiagen) gereinigt oder aus einem \% Agaro- 
segel (20 cm Gel, TAE-Puffer, 150 V, 4°C) ausgeschnitten und danach mit dem QIAquick™-Gelextraktionskit (Qiagen) 
oder dem Ullrafree™-DNA-Gelextraktionskit (Millipore, Molsheim, Frankreich) extrahiert. Zur weiteren Reinigung 
wurden eine Ethanolprazipitation und ein anschlieSender Waschschritt mit 70% Ethanol durchgefuhrt. 
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Tabelle 2 

Konstruierte und in vivo untersuchte Plasmide 
S Tabelle 



bp = Basenpaare, kbp = Kilobasenpaare, AA = Zahl der Aminosauren. fur BFR CFP, GFP, YFP 



m 


Plasrnid 
Name 


' Histon 


Lang 
e des 


Termi- 
nalitat 


Multip 
le 


Fluore 
scent 


Space 
r 


GesamtJ 
ange des 


Plas 
mid 


His 
Tag 








Histo 
nes 


des 
XFPin 


Cloni 
ng 


Protai 
n 


zwisc 
hen 


Fusionsp 
rote ins 


gro 
Be 


Vor 
han 


15 






..[bp] 


Bezug 
Histon 


Site 

MCS 

Site 


(717b 

a) 
Hi 

(239A 

A) 


Histon 

und 

Ml IU 

XFP 
[bp] 
([AA]) 


[bp] 

IAA1 


[kbp 

J 


den 

? 


20 


DSV-H1 .0-CFP 


HI.O 


582 
(194) 


N- 


Sail 
BamH1 




21 
(7) 


1320 
(440) 


5.9 


Nein 




pSV-H1.0-YFP 


H1.0 


582 
(194) 


N- 


Sad 
BamH1 


EYFP 


21 
(7) 


1320 
(440) 


5.9 


Nan 


25 


dSV-HIO-YFP- 
HIS 


H1.0 


582 
- (194) 


N- 


Sail 
-BamH1 


EYF? 


21 
(7) 


1320+66 H;t 
(462) 


5.9 


Ja 


poV-nZAI-orr 




(130) 


M 


CCCK J 

BamH1 


ECFP 


(7) 


(376) 


K 7 


Nein 




pS V-H2A1 •Yrr 




(130) 


KJ 


C^«<D4. 

BamH1 




01 
Zi 

(7) 


1 IZO 

(376) 






30 


pSV- 

mH2A1.2CFP 


mH2A1.2 


me 

(372) 


N- 


EcoRl 
Sail 


ECFP 


42 

(14) 


1875 
(625) 


6.4 


Nein 




pSV- 

mH2A1.2YFP 


mH2A1.2 


1116 
(372) 


N- 


EcoR1 
Sail 


EYFP 


42 
(14) 


1875 
(625) 


6.4 


Nan 


35 


pSV-H2Ba-CFP 


H2Ba 


378 
(126) 


N- 


EcoR1 
BamH1 


ECFP 


21 
(7) 


1116 
(372) 


5.7 


Nein 




pSV-H2Ba-YFP 


H2Ba 


378 
(136) 


N- 


EcoRl 
BamH1 


EYFP 


21 


1116 
(372) 


5.7 


Nein 


40 


pSV-H3.t-CFP 


H3.1 


408 
(136) 


N- 


EcoRl 
BamH1 


ECFP 


21 

(7) 


1146 
(382) 


5.7 


Nein 


PSV-H3.1-YFP 


H3.1 


408 
(136) 


N- 


EcoRl 
BamH1 


EYFP 


21 

(71 


1148 
(382) 


5.7 


Nein 




pSVHIJI-H4.a- 
CFP 


H4a 


309 
(103) 


N- 


EcoRl 
BamHl 


ECFP 


21 

(7) 


1047 
(349) 


5.7 


Nan 


45 


pSVHIII-H4.a- 
YFP 


H4a 


309 
(103) 


N- 


EcoRl 
BamH1 


EYFP 


21 

(7) 


1047 
(349) 


5.7 


Nen 



50 



55 



60 



65 
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Tab. 2 



gilt fur RFR mit Sequenz von Ds-Red-Nl, von Clontech. Heidelberg 



Plasmid 
Name 

nun i w 


Histon 


Lang 
e des 
Histo 

1 I 


Tormi- 
nalitat 

des 
XFP in 


Muftip 
le 

Cloni 
na 


Fluore 
scent 
Protei 
n 


Space 
r 

zwisc 
hen 


Gesamtl 
ange des 
Fusionsp 
roteins 


Pias 
mid 
gro 
Be 


His 
Tag 
Vor 
han 


5 


- 




[bp] 


Bezug 
zum 
Histon 


Site 
MCS 
Site 


(681b 

P) 
(227A 

a; 


Histon 

und 

RFP 

L D PJ 
([AA]) 


[bp] 
[AA] 


[kbp 
] 


den 

? 


10 


pSV-HLO-RFP 


HVO 


582 
(194) 


N- 


Sail 
BamH1 


RFP 


21 
(7) 


1284 
(428) 


5.9 


Nein 


15 




H2A.1 


390 
(130) 


N- 


EcoR1 
BamH1 


RFP 


21 
(7) 


1092 
(364) 


5.7 


Nein 




pSV- 

mH2A1.2RFP 


mH2A1 2 


1116 
(372) 


N- 


EcoR1 
Sad 


RFP 


42 
(14) 


1829 
(613) 


6.4 


Nein 


20 


pSV-H2Ba-RFP 


H2Ba 


378 
(126) 


N- 


EcoR1 
BamH1 


H-f 


21 
(7) 


1080 
(360) 


5.7 


Nein 




pSV-H3.1-RFP 


H3.1 


408 
(136) 


N- 


£coR1 
BamH1 


RFP 


21 
(7) 


1110 
(370) 


5.7 


Nein 


' 25 


pSVHIII-H4.a- 
RFP 


H4a 


309 
(103) 


N- 


EcoR1 
BamH1 


RFP 


21 
(7) 


1011 
(337) 


5.7 


Nein 





I0040J Alle Plasmide tragen Gene fur Kanamycin- und Neomycin-Resistenz zur Verwendung ais "Shuttle"-Vektor und 
ScKckiion in Prokaryoten und Eukaryoten. Alle Plasmide wurden in kompetente Zellen (Epicurian Coli™ XLIO-Gold 30 
Ultra Competent, Fa. Clontech, Heidelberg) transformiert. 



Beispiel 3 

Insertion einer His-Tag-Sequenz 35 

10041 1 Die His-Tag-Sequenz wurde synthetisch hergestellt. Sie enthalt eine BsrGI- und Notl-Stelle zur Insertion nach 
dcm XFT-Gen (C-terminal) direkt vor dem Stopcodon. Die Sequenz des Sense-Strangs ist GAG CTG TAC A AG AAG 
GAT CAT CTC ATC CAC AAT GTC CAC AAA GAG GAG CAC GCT CAT GCC CAC AAC AAG TAA AGC GGC 
CGC GA C T, d ie Sequenz des Anti sense- Strangs A GTC GCG GCC GCT TTA CTT GTT GTG GGC ATG AGC GTG 40 
CTC CTC TTT GTG GAC ATT GTG GAT GAG ATG ATC CTT CTT GTA CAG CTC. Die Zusammenlagerung der bei- 
den Strange zum Doppelstrang erfolgte durch Verm isc hen aquimolarer Mengen der beiden Einzelstrange und Inkubation 
bei crhohter Teniperatur (2 Minuten 90°C, 10 Minuten 65°C, 10 Minuten 37°C, uber Nacht bei Raumtemperatur). Das 
Produkt wurde wie vorstehend fur die PCR-Produkte beschrieben gereinigt und danach in das entsprechende Plasmid 
Klonicrt, wobei das Plasmid pS V-HLH-XFP-His erhalten wurde (siehe Fig. 2). 45 

Beispiel 4 

Ligation und Transformation in Bakterien 

50 

[0042) Das Empfangerplasmid (siehe Tabelle 2; maximal 3 ug) wurde mit den PCR-Produkten (maximal 300 ng) ver- 
mischl. 1 E T4 DNA-Ligase (1 E/ul, Boehringer Mannheim) und 3 ul 10X T4 Ligase-Puffer (Boehringer Mannheim) 
wurden in einem Reaktionsvolumen von 30 ul verwendet. Die Reaktion wurde Liber Nacht bei 4°C durchgefuhrt. Zur 
Transformation von "Epicurian Coli™ XLIO-Gold Ultra Competent Cells" (Fa. Clontech, Heidelberg) Aliquot der bei 
-80° eingefrorenen Bakterien-Stocksuspension auf Eis 10 Minuten aufgetaut. Dann wurden 1,7 ul £-Mercaptoethanol 55 
zugegeben und das Ganze wurde unter vorsichtigem Vermischen (alle 2 Minuten) 10 Minuten auf His gehalten. Schlieli- 
lich wurden 10 pi Ligationsgemisch (maximal 1 ug) und 10 ul LB-Medium zugegeben. Nach 30minutiger Inkubation 
wurde fur 42 Sekunden eine Ilitzebehandlung bei 42°C durchgefuhrt. Danach wurden die Zellen auf Eis 2 Minuten ab- 
gckuhli, dann 450 pi SOC-Medium (20 g/l Bactotrypton, 5 g/1 Hefeexurakt, 0^ g/1 NaCI, 10 mM MgCl 2 , 10 mM 
MgS0 4 , 2,5 mM KCI, 20 mM Glucose, ph-Wert 7,5, sterilfiltrierr) zugegeben und die Raklerien wurden 60 Minuten bei 60 
37 n C inkubiert, wobei alle 10 Minuten vorsichtig vermischt wurde. SchlieBlich wurden die Bakterien auf Agarplatten un- 
ter Kanamycinselektion (30 pg/ml) ausplattiert. Erscheinende Klone wurden nach 24 Stunden Inkubation abgenommen, 
in 20 ml LB-Medium mit 30 pg/ml Kanamycin uberfuhrt und bei 37°C uber Nacht auf einem Schiittler inkubiert. Plas- 
mid-DNA wurde aus den Bakterien mit dem "Nucleo Bond Piasmid"-Kit (Stratagene) extrahiert. Die erfolgreiche Liga- 
tion wurde durch Resiriktion von 300 ng Vektor-DNA unter Verwendung der gleichen Restriktionsenzyme zum Heraus- 65 
schneiden der Inscrtionen getestet. Der geschnittene Vektor wurde hinsichdich der korrektcn Insertion der Histongene in 
einem \% Agarose-Gel analysierl. DNA posiliver Klone wurde dann beziiglich des inserierten Histongens mit dem 
"Ruckwarts"-Primer ECJFP Nl (5'-CX\T CGC CGT CCA GCT CGA CCA (i-3') (Fa. Clontech. Heidelberg) sequenziert. 

11 
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Dieser Primer liegt innerhalb des XFP-Gens, so daB die Reinheit der His ton-Insertion bestimmt werden kann. Von kor- 
rckten Klonen wurden dann groBere Mengen prapariert. 

Beispiel 5 

Transfeklion der Konstrukte in HeLa-Zellen und Herstellung mikroskopischer Aufnahmen der HeLa-Zellen 

1 0043| 0,9 nil RPMI 1 640 Medium (Gibco BRL, Freiburg) und etwa 4 ug pS V-HIE-Hx bzw. pS V-HIII-H x -His wurden 
vermischi und mil einem Millex-GV4-22 um-Filter (Millipore, Molsheim, Frankreich) sterilriltriert. Zur gleichen Zeit 

io wurden 0,9 nil RPMI 1 640 Medium mil 10 ul Lipofectamin ("Transfection Reagent Kit", Gibco BRL) vermischt. Bcide 
Gcmischc wurden ebcnfalls miteinander vermischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 5mal vorsichtig ver- 
mischt. In der Zwischenzeit wurden kleine Zellkulturflaschen mit etwa 10^ HeLa-Zellen zweimal mit RPMI 1640 Me- 
dium gewaschen und das Transfektionsgemisch wurde zugegeben. Nach 6 Stunden Tnkuhation wurde das Transfektions- 
gemisch verworfen und es wurden 10 ml RPMI 1640 Medium mit 10% FCS zugegeben. Mindestens 60% der HeLa-Zel- 

15 len zeigien nach 24 Stunden eine positive Transfektion. Zur Erzielung einer stabilen Transfektion wurden die Zellen in 
Gegenwart von G418 (500 ul/ml) selektiert, was nach zwei Wochen zum Erhalt von mehr als 85% positiven HeLa-Zellen 
fuhrte. Zum Erhalt einer homogeneren Zeilpopulation hinsichtlich der XFP-Fluoreszenz wurden die Zellen trypsiniert, 
verdunni und in "Linbro"-Platten gegeben (Fa. Nung, Naperville, IL, USA). Positive Klone wurden abgenommen und 
wcilcrge/.iichict. Dies ergab 99% positive HeLa-Zellen mit gleicher Fluoreszenz. Die HeLa-Zellen wurden iiblicher- 

20 weise zweimal pro Woche trypsiniert, wobei sich offensichtlich keine Auswirkung auf die Expression oder Fluoreszenz 
des Fusionsproteins zeigte. Zur Herstellung mikroskopischer Aufnahmen von Einzelzellen zur Bestimmung der Dichte- 
vcrtcilung von DNA/Chromatin wahrend der Gl- und G2-Phase wurden die Zellen trypsiniert und in 8 Kammerzellen 
der Fa. Nung (Naperville, EL, USA) ausgesat und kuluviert. Die Aufnahmen wurden mit einem "Zeiss 410" confokalen 
Laserscanning-Mikroskpop (CLSM, Zeiss, Jena) mit folgenden Parametem aufgenommen: Bildabmessungen: 512 x 512 

25 Pixel; Lochblendc: 17; Zoom: 6,0; Durchschnittsermittlung: Mittelung 16 mal uber eine Bildebene; Laser-Anregungs- 
wellenlangc: 488 nin; Laser-Inlensitat 410 ± 10; Konlrast: 4500 ±100, Pixeldimension (seitlich): 79 nm. Die Aufnah- 
men wurden mil einem 3 ■ 3 Median-Filter gcfiltcrt (sichc Fig. 3). 

Beispiel 6 

30 

Untersuchung von Apoptose mittels der Histon-XFP-Fusionsproteine 

[0044] In HeLa-Zellen, die mit den in den vorstehenden Beispielen und Tabellen beschriebenen, H1.0-YFP und H2A- 
YFP exprimierenden Konstrukten transformiert worden und wie in Beispiel 4 behandelt worden waren wurden mittels 
3S 6 mM Natriumbuiyrat gemaB Standard verfahren Apoptose induziert. Die Apoptose-Aufnahmen wurden mit einem 
"Zeiss 410" confokalen Laserscanning-Mikroskpop (CLSM, Zeiss, Jena) mit folgenden Parametem aufgenommen: Bild- 
abmessungen: 512 x 512 Pixel; Lochblende: 17; Zoom: 6,0; Durchschnittsermittlung: Mittelung 32 mal uber eine Bild- 
ebene; Laser-Anregunsgwellenlange: 488 nm; Laser-Intensitat 450 ± 10; Kontrast: 4500 ±10, Pixeldimension (seitlich): 
66,1 nm. Die Aufnahmen wurden mit einem 3 ♦ 3 Median-Filter gefiltert (siehe Fig, 4). 

40 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur in vivo-Markierung von DNA/Chromatin-Strukturen in einer Zelle, dadurch gekennzeichnet, 
daB in der Zelle eine DNA-Sequenz exprimiert wird, die ein ein Histonprotein und ein fluoreszentes Protein umfas- 

45 sendes Fusionsprotein codiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das fluoreszente Protein den C-terminalen Anteil des 
Fusionsproteins darstellt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenz in einen Expressionsvektor 
inseriert und mit einem Promotor funktionell verkniipft ist. 

50 4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Promotor ein S V40-Promotor ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein auBerdem ein 
His- Tag cnthalt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das fluoreszente Protein BFP, CFP, 
GFP, RFP oder YFP ist. 

55 7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus einem Sauge- 

tier stainml. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus Mensch 
stammt. 

9. Verfahren nach einem der Amspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus den Gruppen 
60 HI , H2A, mH2A, H2B, H3 oder H4 ausgewahlt ist. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein H1.0, H2A.1, 
mH2A 1 .2, H2Ba, H3. 1 , Makro H2A oder H4a ist. 

1 1 . Verfahren zur Analyse der DNA-Struktur, Chromatin-Struktur, Nucleus-Struktur, Zelistruktur und/oder Zelldy- 
namik, dadurch gekennzeichent, daB im AnschluB an das in einem der Anspriiche 1 bis 10 beschriebene Verfahren 

65 die Zellen einer Analyse der raumlichen Verteilung der Fluoreszenz unterzogen werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Analyse ein "Fluorescence Resonance Energy Transfer" (FRET), eine 
"Fluorescence Correlation Spectroscopy" (FCS), eine "Confocal Laser Scanning Microscopy" (CLSM), Epifloures- 
zenz-Mikroskopic oder eine "Row Associated Cell Sorting" (FACS) ist. 

12 
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13. Vcrfahren nach Anspruch 1 1 oder 12 zum Nachweis von Apoptose oder Lokalisierung von Genomschadigun- 
gen. - 

14. Vcrfahren zur Isolierung von Hisionproteinen, dadurch gekennzeichnet, daB ini AnschluG an das in einem der 
Anspriiche 5 bis 10 bcschriebcnc Vcrfahren die Histonproieine iiber Affinitatschroniatographie isoliert werden. 

1 S. DNA-Sequenz, die ein Hisionprotein und ein fluoreszentes Proiein umfassendes Fusionsprotein codiert. 5 
!(». DNA-Sequenz nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB das fluoreszente Protein den C-terminalen An- 

icil Jes lusionsproleins darstellt. 

17. DNA-Sequenz nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenz in einen Expressi- 
ons wkior inseriert und mil einem Promotor funktionell verknupft ist. 

15. DN A -Vcrfahren nach Anspruch 17, wobei der Promoior ein SV40-Promotor isi. 10 
DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 15-18, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein auBerdem 

cm i lis- Tap emhalt. 

?t\ ON A-Scquen/. nach einem der Anspriiche 15-19, dadurch gekennzeichnet, daB das fluoreszente Proiein BFR 
CI P. CI V. RI P oder YFP ist. 

: I DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 15-20, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus einem 15 
S.uijxiicT si am int. 

J J. DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus 
Mcnwh Maiumt. 

2 ? DN A-Scqucnz nach einem der Amspruche 15 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein aus den 

< irupjvn 1 1 1 . I I2A, iiiTI2A, H3 oder H4 ausgewahlt ist. 20 

24 DNA-Scqucnz nach einem der Anspriiche 15 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB das Histonprotein HI 0 

1 1: V I . mf 12 A 1 .2. II2Ba, H3.1, Makro H2A oder H4a ist. 

2> A-llc. tlic die DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 15-24 enthalt. 

2f 1 Arllc njcti Anspruch 25, die eine Saugerzelle ist. 

2 /. A* lie nach Anspruch 26, die eine HeLa-Zelle ist. 25 
2N NkIiihiciincIiIicIics Suugetier, das ein Fusionsprotein umfassend ein HisLoriprolein und ein fluoreszentes Pro- 
lan cxpnriiurrt. 

2*>. Ki /ur I Hirchliihrunc des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1-14 umfassend eine DNA-Sequenz nach ei- 
nen iter Anspruchc 15 24 und/oder eine Zelle nach Anspruch 24 oder 25 sowie ubliche Puffer, Reagenzien und/ 
i«dcr iwr liclulicr. 
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Sequenzen von pSV-HIII-CFP 
und der 

Histone H1.0, H2A.1, H2B.a, H3.1, H4.a, mH2A1.2 



Komplette Sequenz von pSV-HIII-CFP (CFP kann mit anderen XFPs ersetzt werden): 



Plasmidanfang: 
TAGTTATTAC 

MCS l.TeU: 

TAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTC 
HindlH-Site: ... 

AAGCTTGAGAAATGGCATTAAAAAGTGTTGGACCCCAATGTCTGGGGTCAAGA 

TACTGAACACTGTGAACAAAGGTrrGTACTCCAGGAAATAAAATATCATAGTA 

ATCATCTGGCCTATACAAATCTACAGCCATTCCTGGTTGTTGATATAAACCAAC 

AGTAGAAACTTTGTGATCCCAGTCACTAAAAAATCTATACCCCACTTGAGCAAC 

AGCGCTCACACC^GTCACAGTTTGCAGTAAAGCTGCAAATCCAGCTATAGCAG 

CAGGAGCCCTAGATATCACAGCATAGGCCTGTGGAGTGAGGCCTATAGCAGCA 

ATTGCCTCAGAGGTTGTTAGGCCTTCAACAGTAGCAACAGATGCAAGTTGCAC 

TTCAATTGCAGCAGCGGCCTCTCCAGCAGCAATTTCAGCTACTGAAAATCCAG 

tagcagcagcagcttcagacacagtagcaattaggtcccccaacagtgttaaa 

GCAGCACCCATGGACCTGAAATAAAAGACAAAAAGACTAAACTTACCAGTTAAC 

TTTCTGGTTTTTCAGTTAACCTTTCTGGTTTTTTGCGTTTCCCGTC 
TCTTCCCCTTCACAAAATTGCAGCAAAAGCTCTAAAACAAACACAAAAAGGC^ 
TGAGCTGTTTTITrACTTTCAGTCCATGACCTACGAACCTTAACGGAGGCCTG 
GCGTGAC AGCCGGCGCAGCACCATGGCCrGAAA TAACCTCTGAAAGAGGAACT 
TGGTTAGGTACCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGC'l GTGGAATGTGTGTCAGT 

ta^tgtggaaagtccccaggctccccack:aggcagaagtatgcaaagcatg 

rA^CAATrAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGG 
CAGAA^TATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTC 

taactcc^ 

ATG^CTGACTAATTT^ 

GAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGGTTT1TTGGAGGCCTAGGGTTTTGC 
AAAGCTT 

CGAATOTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGCKtATCCACCGGTCGCCACC 



Fig. 5 
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Begin CFP - ' 

^I^I GA ^^^ C GAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG 

- GGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCAO^^^A 

- TGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTTCAACT 
CATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTrCTTCAAGGACGACGGCA 

t C I AC ^ ACCCGCGCCGAGGTG AAGTTCGAGGGCGACACCCT 
ATOGAGCTGAAGGGCATCGACTTC^ 

agaacggcatcaagck:caacttcaagatcccx:cacaacatcgaggacg^^ 
^ AACGA ^ GGG ^^^ 

CATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCT 
ACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATC^AATTGTrGTrGTTAACTT 

AAATAAAGGATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAA 
I G I A ^ AAGGCG TAAATrGTAA^ 

C ^TI A ^ AA A?E AA ^ 

TTGGGGTCGAGGTGCCGTAAACKXCTAAATC^ 
ATTTAGAGCTTGACX3GGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAG 

GGCAG J^ CGGGGA ^ 

acattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaata 



Fig. 5 Forts. 1 
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Fig. 5 Forts. 2 

GCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGACKJAGGCT^^^AG^T^Sc^' 

.^gcaaagatcgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgcaS-gS? 

GATGGATTGCACGCAGGTrCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCT 
. ATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGC^G^C^-r 

tcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaag^cSa^tcSctg^ 

OTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGC 
TCKTATrCXKXGAAGTGCCGGG^AGGATCrCCTGTCATC^C^^^ 

^.5^^ T ^ CA " CGACCACC ^^ G/S ^ C ATCGCATCGAGCGAGCAC 

GGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTG^ 

GCGGACCGXIITATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGC^ 

TGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCG^^GCTCC^G 
ATrCGCAGCGCATCGCCTrCTATCGCCTTCT^ 

ctctck3ggttcgaaatgacc^^ 

^CGATrCCACCGCCGCCTrCTATGAAA(3GrrCKK3CTTCG 
GGACGCCG<jCrGGATGATCCTCCAG<i;GCGGGGATCTCAT<3C^G^^GTTC^ro^ 




CCCACCGAGACCCCATTGG<jGCGAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTCCCCAr 
CCCACCCCCCAAGTTCCXXJTGAAGGCCCAGGG^ 
• ^A^CCTGCCATAGCCTCACX^ 

AACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC 

TGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACC^C 
GAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCT^ 

C^GCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCG 

AGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAG 

AATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCAGCi^^CAA^^ACTCTCT 

A !^S:^ CTACATAC ^^ 

GTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTrACCGGAT 

AGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGC 

TCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCT 
TTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCT^^^ 

A ^^ CCTG ^ C ^^ GCT ^CTTTTGCTCACATGrrCrTTCCTGCOTAT 
CCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGCAT 
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Kompiette Sequenz von H1.0 mix Multiple Cloning Site (MCS) Anschluss fur pSV-fflll-XFP: 
MCS: 

AGCTTCGAATTCTGCAGTCGACG 
. Sequenz HI .0: 

ATGACCGAGAATTCCACGTCCGCCCCTGCGGCCAAGCCCAAGCGGGCCAAGGCCTCCA 

AGAAGTCCACAGACCACCCCAAGTATTCAGACATGATCGTGGCTGCCATCCAGGCCGAG 

AAGAACCGCGCTGGCTCCTCGCGCCAGTCCATTCAGAAGTATATCAAGAGCCACTACAA 

GGTGGGTGAGAACGCTGACTCGCAGATCAAGTTGTCCATCAAGCGCCTGGTCACCACCG 

GTGTCCTCAAGCAGACCAAAGGGGTGGGGGCCTCGGGGTCCTTCCGGCTAGCCAAGAG 

CGACGAACCCAAGAAGTCAGTGGCCTTCAAGAAGACCAAGAAGGAAATCAAGAAGGT 

AGCCACGCCAAAGAAGGCATCCAAGCCCAAGAAGGCTGCCTCCAAAGCCCCAACCAAG 

AAACCCAAAGCCACCCCGGTCAAGAAGGCCAAGAAGAAGCTGGCTGCCACGCCCAAG 

AAAGCCAAAAAACGCAAGACTGTCAAAGCCAAGCCGGTCAAGGCATCCAAGCCCAAA 

AAGGCCAAACCAGTGAAACCCAAAGCAAAGTCCAGTGCCAAGAGGGCCGGCAAGAAG 

AAG 



MCS: 

CGGGATCCACCGGTCGCCACC 



Kompiette Sequenz von H2A. 1 mit Multiple Cloning Site (MCS) .Anschluss fur pSV-HIII-XFP: 
MCS: 

AAGCTTCGAATTCTG 
Sequenz H2 A. 1 : 

ATGTCGGGACGCGGCAAGCAGGGAGGCAAAGCTCGCGCCAAAGCCAAGACCCGCTCT 

TCTCGTGCCGGTCTCCAGTTCCCCGTGGGCCGAGTGCACCGACTGCTCCGCAAGGGCA 

ACTATGCTGAGCGGGTCGGGGCCGGCGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGCTGGAGT 

ACCTGACTGCCGAGATCCTGGAGCTGGCGGGCAACGCCGCCCGCGACAACAAGAAGA 

CCCGCATTATCCCGCGCCACTTGCAGCTGGCCATCCGCAACGACGAGGAGCTCAACAA 

GCTGCTGGGCAAAGTAACCATCGCTCAGGGTGGTGTCCTGCCCAACATCCAGGCTGTG 

CTACTGCCCAAGAAGACCGAGAGTCACCACAAGGCCAAAGGCAAA 

MCS: 

CGGGATCCACCGGTCGCCACC 



Kompiette Sequenz von H2B.a mit Multiple Cloning Site (MCS) Anschluss fur pSV-HIII-XFP: 
MCS: 

AAGCTTCGAATTCTG 
Sequenz H2B.a: 

ATGCCTGAACCAGCTAAGTCAGCTCCTGCTCCGAAGAAGGGTTCCAAGAAGGCTGTG 
ACCAAGGCGCAGAAGAAGGATGGCAAGAAGCGCAAGCGCAGTCGTAAGGAGAGCTA 
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ZEICHNUNGEN SEITE 12 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE100 13 204A1 
C07H 21/04 

11. Oktober 2001 



CTCCGTGTATGTGTAC.^AGGTGCTAA W A^CAGGTTC # ACC(TCG # ATACTGGCATCTCATCC 

AAGGCCATGGGCATCATGAATTCCTTCGTTAACGACATCTTCGAACGCATCGCAGGCG 

AGGCTTCCCGTCTGGCCCACTACAACAAGCGCTCGACCATTACCTCCAGGGAGATCCA 

GACCGCCGTGCGTCTGCTGCTTCCCGGAGAGCTGGCCAAGCACGCAGTGTCCGAAGGT 

ACCAAGGCTGTCACCAAGTATACAAGCTCCAAG 

MCS: 

• CGGGATCCACCGGTCGCCACC 

* KompTcrte Sequenz von H3.1 mit Multiple Cloning Site (MCS) Anschluss fur pSV-HIII-XFP: 

MCS: 

AAGCTTCGAATTCTG 
Sequenz H3.1: 

ATGGCTCGTACGAAGCAAACAGCTCGCAAGTCTACCGGCGGC.AAAGCTCCGCGCAAG 

CAGCTTGCTACTAAAGCAGCCCGTAAGAGCGCTCCGGCCACCGGTGGCGTGAAGAAA 

CCTCATCGCTACCGCCCGGGCACCGTGGCCTTGCGCGAAATCCGTCGCTACCAGAAGT 

CCACCGAGCTGCTGATCCGGAAGCTGCCGTTCCAGCGCCTGGTGCGAGAAATCGCCCA 

GGACTTCAAAACCGACCTGCGTTTCCAGAGCTCTGCGGTGATGGCGCTGCAGGAGGCT 

TGCGAGGCCTACCTGGTGGGACTCTTCGAAGACACCAATCTGTGCGCTATTCACGCTA 

AACGCG7CACCATCATGCCCAAAGATATCCAGCTGGCACGTCGCATCCGTGGGGAAA 

GGGCA 

MCS: 

CGGGATCCACCGGTCGCCACC 



Komplette Sequenz von H4.a mit Multiple Cloning Site (MCS) Anschluss fur pSV-HIII-XFP: 

MCS: 

AAGCTTCGAATTCTG 
Sequenz H4.a: 

ATGTCTGGACGTGGTAAGGGCGGGAAGGGTTTGGGTAAGGGGGGTGCCAAGCGCCACC 
GC A AGGTGTTGCGTGACAACATCCAGGGCATCACCAAGCCGGCCATCCGGCGTCTGGCC 
CGGCGTGGCGGTGTGAAGCGGATCTCTGGTCTGATCTACGAGGAGACTCGCGGGGTGCT 
CAAGGTG rriTl GGAG A ACGTGATCCGTGACGCTGTCACCTATACGGAGCACGCCAAGC 
GCAAGACAGTCACTGCCATGGACGTGGTCTACGCGCTTAAGCGCCAGGGACGCACCCTT 
TATGGCTTTGGCGGT 

MCS: 

CGGGATCCACCGGTCGCCACC 

Koraplene Sequenz von mH2A1.2 mit Multiple Cloning Site (MCS) Anschluss fiir pSV-HIII-XFP: 

MCS: 

AAGCTTCGAATTCTG 
Sequenz mH2 A 1.2: 

Fig . 5 Forts . 4 
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ZEICHNUNGEN SEITE 13 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 100 13 204 A1 
C07H 21/04 

11. Oktober 2001 



ATGTCGAGCCGCGGTGGGAAGAAGAAGTCCACCAAGACGTCCAGGTCTGCCAAAGCA 

GGAGTCATCTTTCCCGTGGGGCGGATGCTGCGGTACATCAAGAAAGGCCACCCCAAG 

TACAGGATTGGAGTGGGGGCACCCGTGTACATGGCCGCCGTCCTGGAATACCTGACA 

GCGGAGATTCTGGAGCTGGCTGGCAATGCAGCGAGAGACAACAAGAAGGGACGGGT 

CACACCCCGGCACATCCTGCTGGCTGTGGCCAATGATGAAGAGCTGAATCAGCTGCTA 

AAAGGAGTCACCATAGCCAGTGGGGGTGTGTTACCCAACATCCACCCCGAGTTGCTA 

GCGAAGAAGCGGGGATCCAAAGGAAAGTTGGAAGCCATCATCACACCACCCCCAGCC 

AAAAAGGCCAAGTCTCCATCCCAGAAGAAGCCTGTATCTAAAAAAGCAGGAGGCAAG 

AAAGGGGCCCGGAAATCCAAGAAGAAGCAGGGTGAAGTCAGTAAGGCAGCCAGCGC 

CGACAGCACAACCGAGGGCACACCTGCCGACGGCTTCACAGTCCTCTCCACCAAGAGC 

CTCTTCCTTGGCCAGAAGCTGAACCTTATTCACAGTGAAATCAGTAATTTAGCCGGCT 

TTGAGGTGGAGGCCATAATCAATCCTACCAATGCTGACATTGACCTTAAAGATGACCT 

AGGAAACACGCTGGAGAAGAAAGGTGGCAAGGAGTTTGTGGAAGCTGTCCTGGAAC 

TCCGGAAAAAGAACGGGCCCTTGGAAGTAGCTGGAGCTGCTGTCAGCGCAGGCCATG 

GCCTGCCTGCCAAGTTTGXGATCCACTGTAATAGTCCAGTTTGGGGTGCAGACAAGTG 

TGAAGAACTTCTGGAAAAGACAGTGAAAAACTGCTTGGCCCTGGCTGATGATAAGAA 

GCTGAAATCCATTGCATTTCCATCCATCGGCAGCGGCAGGAACGGTTTTCCAAAGCAG 

ACAGCAGCTCAGCTGATTCTGAAGGCCATCTCCAGTTACTTCGTGTCTACAATGTCCT 

CTTCCATCAAAACGGTGTACTTCGTGCTTTTTGACAGCGAGAGTATAGGCATCTATGT 

GCAGGAAATGGCCAAGCTGGACGCCAAC 

MCS: 

CAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACC 



Fig. 5 Forts. 5 
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